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RESUMO

Este estudo tem o objetivo de investigar a fauna parasitaria de Plagioscion squamosissimus em
dois rios da Amazonia brasileira e apresentar a caracterizacdo morfologica e molecular do
nematoide Anisakis sp. Foram coletados 75 espécimes de P. squamosissimus no Lago grande
do Curudi, e na Foz do rio Tapajés. Esse estudo foi dividido em dois momentos, produzindo
assim dois capitulos nessa dissertacdo. O primeiro capitulo descreve metazoarios onde
revelaram a presenca de 16 espécies de parasitas, sendo trés Myxozoarios (Myxobolus sp.,
Ceratomyxa sp., Henneguya sp.), dois Trematddeos (Austodiplostomum compactum, Digenea
gen. sp. (metacercariae), duas espécies de monogéneas (Diplectanum sp., Euryhaliotrema sp.),
trés nematoides (Procamallanus (S) sp. Anisakis sp., Pseudoproleptus sp. (larva), dois
Acanthocephalas (Rhadinorhynchus plagioscionis e Neoechinorhynchus sp.), um Cestoda e trés
crustaceos (Therodamas sp., Ergasilus sp., Dolops sp.). Os hospedeiros coletados no rio
Tapajos apresentaram uma menor diversidade de metazoarios parasitas (H = 0,531) quando
comparados com os individuos provenientes do rio Amazonas (H =0,991). O teste de Mann-
Whitney ndo apresentou diferencas entre o Kn observado e o Kn padrao (1,00) (U =0,14, p =
0,88). No segundo capitulo os helmintos encontrados e identificados do género Anisakis foram
utilizados para caracterizacdo morfométrica, mensurados e submetidos a identificacdo
molecular baseando-se no sequenciamento dos genes 18S e COX1. Anisakis spp. parasitas de
P. squamosissimus ndo foi caracterizado compativelmente com a literatura existente, as analises
moleculares sugerem a existéncia de um grupo de espécies cripticas nas duas regides onde

foram coletados os peixes.

Palavras-Chave: Endoparasitas, Metazoarios, Corvina, Brasil, Amazonia.



ABSTRACT

This study aims to investigate the parasitic fauna of Plagioscion squamosissimus in two of the
Brazilian Amazon’s rivers and to present the morphological and molecular characterization of
the nematode Anisakis sp. There were collected 75 specimens of P. squamosissimus at the
Curuai’s Great Lake, and at the river mouth of the Tapajés river. This study was divided in two
parts, thus producing two chapters in this dissertation. The first section describes metazoans
which revealed the presence of 16 species of parasites, being them three myxozoans
(Myxobolus sp. Ceratomyxa sp. Henneguya sp.), two Trematodes (Austodiplostomum
compactum, Digeneans gen. sp. (Metacercariae), two species of monogeneous (Diplectanum
sp., Euryhaliotrema sp.), two nematodes (Procamallanus (S) sp. Anisakis sp., Pseudoproleptus
sp. (larva), two Acanthocephalas (Rhadinorhynchus plagioscionis e Neoechinorhynchus sp.),
one Cestoda and three crustaceans (Therodamas sp. Ergasilus sp. Dolops sp.). The hosts
collected in Tapajos river had a lower range of metazoan parasites (H = 0.531) compared to
individuals from the Amazon (H = 0.991). The Mann-Whitney test showed no differences
between observed Kn and the standard Kn (1.00) (U = 0.14, p = 0.88). Then in the second
chapter, the found and identified helminths from the Anisakis genus were used for
morphometric characterization, measured and submitted to molecular identification based on
the sequencing of 18S and COX1 genes. Anisakis spp., a parasite of P. squamosissimus, was
not characterized compatible in the existent literature. The molecular analyzes suggest the

existence of a group of cryptic species in the two regions where the fishes were collected.

Keywords: Endoparasites, Metazoans, Corvina, Brazil, Amazon.
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Metazoarios parasitos de Plagioscion squamosissimus (HECKEL, 1840)
(OSTEICHTHYES: SCIAENIDAE) de lagos de varzea da Amazonia
brasileira

Qual é o problema da pesquisa?

Neste contexto Plagioscion squamosissimus conhecida como “pescada branca” ou
“Corvina” (Figura 1), que apresenta ampla distribuicdo em rios da américa do sul, com
espécimes introduzidos em rios e reservatorios no nordeste brasileiro, surge como um
dos principais recursos pesqueiros na regidao amazonica, estando entre as espécies de
pescado mais consumidas. Esses peixes podem apresentar uma variada fauna parasitaria
que esta diretamente relacionada ao seu comportamento alimentar.

No entanto aspectos relacionados a diversidade parasitaria que acomete estes peixes na
regido amazonica ainda sdo escassos, devido ao numero reduzido de pesquisadores da
ictioparasitologia e ainda pelas peculiaridades logisticas da regido, que apresenta
caracteristicas extremamente variadas, dificultando e mesmo impossibilitando
amostragem em regides de dificil acesso. Devido a sua importancia comercial, com
aspectos esportivos e para 0 consumo humano, o conhecimento da fauna parasitaria
desses peixes pode ajudar em sua preservagdo como recurso pesqueiro, esclarecendo
aspectos das relagdes parasitos hospedeiros.

Figura 1. Plagioscion squamosissimus

Como a pesquisa foi realizada?

Um total de 75 peixes da espécie Plagioscion squamosissimus conhecida como
“Pescada Branca” ou “Corvina” foram capturadas em dois rios da Amazonia brasileira,
no lago grande do Curuai no Rio Amazonas e na Foz do Rio Tapajés (Figura 2), ambos
no estado do Para. Para a realizagdo de pesquisa parasitologica foram retirados os olhos,
branquias, intestino, vesicular biliar e rins, sendo examinados com auxilio de
microscopios e esteromicroscopios, no proprio local de coleta. Todos os parasitas
encontrados foram acondicionados em recipientes plasticos contendo alcool, para
preservacdo de caracteristicas morfoldgicas e informacdes genéticas. Os parasitas foram



enviados a Universidade Federal do Oeste do Para — UFOPA, para identificacdo a nivel
de espécie com base em caracteristicas morfologicas. Apds a determinacao das espécies
parasitas os dados referentes a nimero de espécies e de espécimes foi utilizado para
andlises estatisticas que indicam o comportamento das comunidades parasitarias nos
peixes hospedeiros.
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Figura 2. Pontos de coleta. A Foz do rio Tapajds, B Lago grande do Curuai/ rio
Amazonas.

Qual a importancia da pesquisa?

O conhecimento da diversidade de parasitos que podem acometer peixes da regido
amazonica, colabora para o entendimento de aspectos relacionadas a diversidade de
espécies parasitos, bem como para aspectos relacionados a satde humana, uma vez que
determinadas espécies parasitos, principalmente nematoides, podem causar diversas
manifestacdes clinicas, variando de sintomas leves como nauseas e vomito, resultante
da intoxicacdo alimentar. Porém, ha casos mais graves, causados por obstrucoes e
perfuragdes intestinais, podendo resultar na morte do homem infectado.

Outro importante aspecto do estudo de parasitos é o entendimento das consequéncias da
relacdo parasita hospedeiro, dos danos fisioldgicos e fisicos que estes parasitas podem
causar a seus hospedeiros em ambientes naturais, que podem comprometer a pesca.

Autores: Darlison Chagas de Souza, Lincoln Lima Correa.

Instituicdo: Universidade Federal do Oeste do Para.
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Sumario

Plagioscion squamosissimus é comumente conhecido como “pescada branca” ou
“corvina” e estd entre os peixes de maior importancia comercial na Amazonia, sendo
hospedeira de uma grande diversidade de endoparasitos. Neste sentido o presente estudo
teve 0 objetivo de investigar as comunidades e infracomunidades de parasitos
metazoarios que acometem Plagioscion squamosissimus em dois rios da Amazonia
oriental brasileira. Foram coletados 75 espécimes de P. squamosissimus no Lago grande
do Curuai, e na Foz do rio Tapajos. As analises morfoldgicas revelaram a presenca de 16
espeécies parasitas, sendo trés Myxozoarios (Myxobolus sp., Ceratomyxa sp., Henneguya
sp.), dois Trematddeos (Austodiplostomum compactum, Digenea gen. sp.
(metacercariae), duas espécies de monogéneas (Diplectanum sp., Euryhaliotrema sp.),
trés nematoides (Procamallanus (S) sp. Anisakis sp., Pseudoproleptus sp. (larva), dois
Acanthocephalas (Rhadinorhynchus plagioscionis e Neoechinorhynchus sp.), um

Cestoda e trés crustaceos (Therodamas sp., Ergasilus sp., Dolops sp.) Seis novos registros

5
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de parasitas para P. squamosissimus, foram realizados, sendo trés myxazoarios, um
nematdide e dois crustaceos. Apesar do numero crescendo de estudos relacionadas a
diversidade parasitaria, muitos grupos de parasitas ainda apresentam incongruéncias
taxonbmicas devida a limitagcbes na identificagdo taxondmica tradicional, sendo

necessaria aplicacdo conjunta de ferramentas moleculares.

Palavras-Chave: Endoparasitas, Metazoarios, Corvina, Brasil, Amazonia.
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Introducéo

Plagioscion squamosissimus (Heckel, 1840) é um peixe dulcicola da familia
Sciaenidae conhecido como “corvina” ou “Pescada Branca”. E endémico da América do
Sul, com distribuicao natural para os rios Magdalena, Amazonas, Orinoco e Parana, sendo
que alguns espécimes foram introduzidos no Rio S&o Francisco e em reservatorios
artificiais no nordeste do Brasil (Pavanelli et al., 2013; Casatti 2005; Tavares et al., 2007).
A pescada branca tem importante papel econdémico e ambiental na Amazdnia, sendo uma
das especies mais comercializadas, estando entre as 12 espécies de agua doce continental

mais explotadas pela pesca comercial (MPA 2013; Melo et al., 2014; Rabelo et al., 2017).

Uma diversidade bastante variada de parasitas ja foram registradas em associacao
com P. squamosissimus na América do sul, como Myxozoarios dos géneros Kudoa
(Oliveira et al.,, 2015). Nematoides dos géneros Contracaecum, Terranova,
Procamallanus, Thynnascaris e Anisakis (Martins et al., 2000; Tavares et al., 2007;
Lacerda et al., 2012; Melo et al., 2014; Fontenelle et al., 2016). Digeneas Diplostomum
e Brasicystis (Thatchet 1979; Machado et al., 2005; Paes et al., 2010; Melo et al., 2013;
Ramos et al., 2014; Lapera et al., 2017). Monogeneas dos géneros Aetheolabes,
Diplectanum e Euryhaliotrema (Tavernari et al., 2005; Domingues 2008; Boeger and
Kritsky 2009). Acanthocephalas Rhadinorhynchus e Neoechinorhynchus (Thatcher 1980;
Lacerda et al,. 2012a). Cestddeas Ptychobothriidae (Woodland 1935) e crustaceos
(Amado et al., 1996). Porém, ndo ha estudos sobre 0s parasitos de P. squamosissimus dos
rios Amazonas e Tapajos, na regido da Amazonia oriental brasileira

A diversidade parasitaria que acomete a pescada branca, esta diretamente
relacionada ao seu comportamento alimentar, onde larvas de mariscos, insetos aquaticos,
copépodos, crustaceos e outros peixes sdo consumidos, sendo estes hospedeiros
intermediarios ou paraténicos de diversos parasitas (Fontenelle et al., 2016; Pavanelli et
al., 2013; Eiras 2010).

Neste sentido, o estudo das infracomunidades de parasitas e sua relagdo com os
hospedeiros sdo de grande relevancia para a compreensao dos ecossistemas aquaticos,
uma vez que estes parasitas agem na regulacdo das populagcdes hospedeiras, e ainda
devido ao impacto que as parasitoses podem causar sobre peixes em regime de cultivo e
0s riscos que podem oferecer a populacdo humana (Azevedo et al., 2006; Tavares-Dias

et al., 2013). O presente estudo teve 0 objetivo de investigar as comunidades e
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infracomunidades de parasitos que acometem Plagioscion squamosissimus em dois rios

da Amazonia oriental brasileira.

Material e Métodos

Captura dos hospedeiros

Durante cinco dia consecutivos em agosto de 2017 e marco de 2018, foram
coletados 75 espécimes de P. squamosissimus (comprimento médio 27,8 +10,18, peso
médio 395,65+ 355,78g) em dois pontos da bacia hidrografica amazonica, no estado do
Pard, Brasil. O ponto de coleta (A) estd localizado no lago grande do Curuai/ rio
Amazonas, um complexo lacustre composto por aproximadamente 30 lagos rasos que
atinge areas de campina, savana e floresta (Martinez et al. 2007). O ponto de coleta (B)
esta situado na foz do rio Tapajos, em uma localidade denominada Enseada Grande, que

é caracterizada como uma planicie de inundacéo que sofre variacao sazonal (Fig. 1).

Fig. 1 Local e pontos de coleta dos peixes da espécie P. squamosissimus na Amazonia

brasileira.

A captura dos hospedeiros foi autorizada pelo Sistema de Autorizacdo e
Informacdo da Biodiversidade (SISBIO) nimero 62384-2, estando os procedimentos de
acordo com o Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA, aprovado pelo
comité de Etica de uso Animal da Universidade Federal do Oeste do Para — UFOPA,
certificado 0420180027 e cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado do governo brasileiro no nimero
AOA0058.

Ap0s coletados os espécimes foram eutanéasias pelo método de transeccao da
coluna vertebral, tendo comprimento total — CT (cm) e peso total - PT (g) aferidos. Os
parasitas encontrados foram fixados em alcool 70% e encaminhados a UFOPA, onde
foram tratados e processados conforme Eiras et al., (2006) e Amato et al., (1991), sendo
identificados segundo Yamaguti & Ward (1963), Travassos et al., (1969), Thatcher
(1991), Kohn et al., (2007), Gibson et al., (2002), Bray et al., (2008), Jones et al.,
(2005) e Thatcher (2006).

Analises estatisticas
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Os termos ecoldgicos utilizados (Prevaléncia, Intensidade Média e Abundancia
Média) sdo os recomendados por Bush et al., (1997). O software Quantitative
Parasitology 3.0 foi utilizado para determinar os indices de dispersao (ID) e discrepancia
(D), sendo o indice de dispersédo testado através do teste estatistico— d de acordo com
Ludwig (1988). Para a estimativa de riqueza de espécies foram utilizados os indicadores
Jacknife 1, Chaol e Chao2, sendo a diversidade parasitaria calculada pelo indice de
diversidade de Shannon (H') (Nering and Von Zuben 2010). A diferenga entre os
componentes das comunidades dos pontos amostrais foi testada pela analise de
componentes principais (PCA) com auxilio do programa Prime 3.0.

Para o célculo do fator de condic¢do relativa (Kn) foi usada a equacdo Kn= wt/we.
Os dados de CT e PT foram logaritmizados sendo calculado o peso esperado pela equagéo
We =a.(Cpb) de acordo com Vazzoler (1981), para os testes o Kn padréo foi considerado
igual a 1.00 em conformidade com Le Cren (1951). O teste de Mann-Whitney foi
utilizado para verificar possiveis diferencas entre 0 Kn observado e o Kn padréo, além
disso, o coeficiente de Spearman (rs) foi utilizado para verificar possiveis correlacdes
entre a abundancia parasitaria e a condicéo relativa (Kn observado) dos hospedeiros (Zar
2013).

Resultados

Foi identificado presenca de parasitos em 97,2% da peixes examinadas, tanto no
Rio Amazonas quanto no Rio Tapajos, 73 especimes de Plagioscion squamosissimus
(Fig. 2) apresentaram infeccdo por pelo menos uma espécie de parasita, apenas um
hospedeiro de cada ponto amostral ndo apresentou infeccdo parasitaria, sendo observado

uma predominancia de hospedeiros com trés e quatro espécies de parasitas.

Fig. 2. Plagioscion squamosissimus coletado na foz do rio Tapajos.

Um total de 3.483 parasitos (Myxazoarios ndo quantificados) divididos em 13
espécies foram identificados, sendo 1.064 em peixes do rio Amazonas com média de
88,66 parasitas por peixe e 2.419 em hospedeiros capturados no rio Tapajos com 176
parasitas em média. O nematoide Anisakis sp. foi a espécie mais abundante,
correspondendo de forma geral a 92,1% dos parasitas identificados com prevaléncia
89.5% em hospedeiros do Rio Tapajés e 78.3% em peixes do Rio Amazonas. As

infracomunidades parasitas de Plagioscion squamossissimus apresentaram valores

9
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variados para os indices de prevaléncia, intensidade média e abundancia média (Tabela
1).

Tabela 1. Metazoarios parasitos de Plagioscion squamossissimus. Prevaléncia (P%),
Intensidade Média (IM), Abundancia Média (AM), Numero total de Parasitos (NTP),
Sitio de Infecgéo (SI).

Quanto ao padrdo de distribuicdo espacial das infracomunidades, com base no
teste estatistico-d, Anisakis sp. foi a Unica espécie a apresentar padrdo aleatério de
dispersdo, pois 0s demais parasitos tiveram dispersdo agregada (Tabela 2).
Austodiplostomum compactum apresentou padrdo de distribuicdo diferenciada para os
dois rios, com dispersdo aleatdria para o Lago Grande do Curuai e agregada para o rio
Tapajoés. As infracomunidades de Pseudoproleptus sp., os Myxazoarios Myxobolus sp.,
Ceratomyxa sp., Henneguya sp. e o crustdceo Therodamas sp., ndo atingiram indices
suficientes para o calculo de dispersdo em hospedeiros provenientes do Lago Grande do

Curuai, no entanto apresentaram dispersdo variada em peixes do rio Tapajos. (Tabela 2).

Tabela 2. indice de dispersdo (ID), Estatistico-d (d) e indice de discrepancia (D) para
metazoarios parasitas de Plagioscion squamosissimus em dois rios da Amazonia

brasileira

Foi possivel identificar 16 espécies de metazoarios parasitos de P.
squamosissimus nos dois rios amostrados. De acordo com o estimador Jacknifel, o
namero total de espécies parasitas foi estimado em 16,98 para os dois pontos, neste
sentido foi possivel coletar 94,22% das espécies estimadas. No rio Amazonas foram
identificadas 12 espécies parasitas, representando 92,51% das espécies estimadas pelo
estimador Jacknifel. Os estimadores Chao 1 e Chao 2 apontam um acesso de 97,95 a
100% das espécies para este ponto de coleta. No rio Tapajos, foram identificadas 15
espécies de metazoarios, sendo possivel coletar 88,54% das espécies estimadas pelo
Jacknifel, além disso, os estimadores Chao 1 e Chao 2, estimaram o acesso de 93,75 a
100% respectivamente das espécies possiveis.

A analise multivariada (Fig. 3) revelou diferencas entre os componentes das
comunidades parasitarias em cada rio, onde € possivel observar uma maior concentragéo

de frequéncias para o ponto situado no rio Tapajés, com nove espécies, ja 0 ponto

10
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amostrado no rio Amazonas destacou-se com maior frequéncias para trés espécies:
Procamallanus (S) sp., Diplecanum sp. e Euryhaliotrema sp.

Os populacao de hospedeiros coletados no rio Tapajos apresentaram uma menor
diversidade de metazoarios parasitas (H = 0,531) quando comparados com a populagéo
provenientes do rio Amazonas (H =0,991) (Tabela 3). O teste de Mann-Whitney nao
apresentou diferencas entre 0 Kn observado e o Kn padréo (U = 0,14, p = 0,88). Houve
uma correlacéo negativa, porém significativa (rs= -0,259, p= 0,024 ) entre a intensidade
parasitaria e o Kn, indicando que quanto menor a intensidade parasitaria, maior os valores

do Kn observado.

Fig. 3 Andlise de componentes principais (PCA) das infra comunidades parasitas de P.

squamosissimus em dois rios da Amazonia brasileira.

Discusséo

Neste estudo, registramos de forma inédita a infecgdo de P. squamosissimus por
representantes dos géneros Myxobolus, Ceratomyxa e Henneguya na Amazonia
brasileira, porém estudos com uso de ferramentas moleculares para esclarecer a real
diversidade de espécies destes parasitas ainda sdo necessarios. A presenca de
myx0zoarios em P. squamosissimus ainda é pouco conhecida devido ao nimero escasso
de estudos direcionados para esta espécie hospedeira, no entanto os estudos de Oliveira
et al., (2015) registram Kudoa spp. infectando o tecido muscular de espécimes
provenientes do distrito de Outeiro no estado do Para.

A presenca de metacercarias do trematoda Austodiplostomum compactum
parasitando os olhos de P. squamosissimus é amplamente conhecida, com registros em
varias regides no territorio brasileiro, em hospedeiros nativos, introduzidos, invasores e
em regime de cultivo, neste sentido 0 presente estudo corrobora os resultados
apresentados por Martins et al., (2002) em estudos realizados no reservatorio de Volta
Grande no estado de Minas Gerais analisando 68 espécimes e observando uma
prevaléncia de 45,6%, os de Lacerda et al., (2012) onde observou a ocorréncia de
metacercarias em hospedeiros provenientes dos Rio Parana analisando 35 hospedeiros, e
com os estudos de Albuquerquer et al., (2017) no lago do Cataldo estado do Amazonas
onde observou uma prevaléncia de 100% em 15 hospedeiros analisados e os de Lapera
et al., (2017) no rio Tieté, estado de Sdo Paulo onde examinou 50 peixes estando todos
parasitados.

11
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Quanto ao padrdo de distribuicdo, foi observado um padrdo agregado, o
corroborando os estudos realizados no rio Parand por Machado et al., (2005) e por
Albuquerquer et al., (2017) no lago do Cataldo.

O registro de monogenéticos dos géneros Diplectanum e Euryhaliotrema no
presente estudo corroboram os achados de Kritsky & Thatcher, (1984) no lago Janaunaca
no estado do Amazonas onde foram descritos cinco espécies de Dicplectanum, bem como
com os achado de Kritsky and Boeger (2002) que registraram espécies do género
Euryhaliotrema em hospedeiros do género Plagioscion em rios do Brasil, Peru,
Venezuela e México, e ainda com os dados apresentados por Lapera et al., (2017) de P.
squamosissimus provenientes do rio Tieté onde foi registrada uma prevaléncia de 55,1 %
de infeccdo por Diplectanum piscinarius. Diplectanum e Euryhaliotrema apresentaram
padrdo de distribuicdo uniforme nas infracomunidades dos dois pontos amostrais e padrao
agregado na andlise unificada.

O presente estudo identificou a ocorréncia de trés espécies distintas de nematoides
parasitas, Procamallanus (Spirocamallanus) sp., larvas de Anisakis sp. e larvas de
Pseudoproleptus sp. O registro de Procamallanus (Spirocamallanus) sp. parasitando P.
squamosissimus corrobora os resultados apresentados por Lacerda et al., (2012) que
observou uma prevaléncia de 2,8% em 35 hospedeiros provenientes do rio Tocantins.

Larvas de Anisakis sp. também ja foram identificadas parasitando Corvinas em
rios do estado do Pard, corroborando os achados no presente estudo, Fontenelle et al.,
(2016) encontrou uma prevaléncia de 23,3% em peixes da bacia do Marajé e 28,57% em
hospedeiros na bacia do rio Tapajos, no rio Xingu Rabelo et al., (2017) observou uma
prevaléncia de 100% nos peixes examinados. Segundo Kim et al., (2016) a identificacdo
de nematodos anisaquideos tem sido tradicionalmente conduzida por critérios
morfolégicos, no entanto este método ndo é suficiente para uma identificagdo clara em
nivel de espécie, uma vez que as caracteristicas morfologicas de significAncia taxondmica
neste grupo sdo poucos, particularmente para as fazes larvais sem caracteristicas
diagnosticas confiaveis. As infracomunidades de Anisakis sp. apresentaram um padrao de
distribuicéo distintos para os pontos amostrados, sendo observado um padrdo uniforme
para o rio Amazonas e aleatorio para o rio Tapajds e para a analise unificada dos dois
pontos.

Este € o primeiro registro do nematdide Pseudoproleptus sp. em P.
squamosissimus na regido amazonica. Melo et al., (2011) realizou o primeiro registro de

infeccdo por Pseudoproleptus sp. em peixes, em estudos realizados com o Cichlidae

12
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Satanoperca jurupari do rio Guama, estado do Para, no entanto estudos de disperséo,
possiveis hospedeiros e caracterizagdo molecular deste nematdide ainda sdo necessarios.
A infracomunidade de Pseudoproleptus sp. ndo alcangou indices de prevaléncia > 10%,
ndo sendo possivel realizar de forma confiavel o calculo do seu padrdo de distribuicao
para individuos coletados no rio Amazonas, ja 0s espécimes coletados no rio Tapajos
apresentaram um padrdo uniforme diferenciando-se do padréo de distribuigéo unificado
com valores correspondendo a um padrdo agregado.

Foram identificadas duas espécies do filo Acanthocephala, ambas com baixa
prevaléncia, Rhadinorhynchus plagioscionis e Neoechinorhynchus sp. corroborando os
resultados apresentados por Lacerda et al., (2012) em hospedeiros provenientes do rio
Solimdes e Melo et al., (2013) em estudos realizados no rio Guama no estado do Para.

Das trés espécies de crustaceos identificadas no presente estudo, apenas 0 género
Therodamas tem registro conhecido para o hospedeiro P. squamosissimus, Amado and
Rocha (1996) descreveram Therodamas tamarae parasitando as branquias de hospedeiros
provenientes do rio Araguaia. Até o0 momento ndo ha relatos da ocorréncia de Ergasilus
sp. e Dolops sp., sendo este o primeiro registro de parasitismo envolvendo esses
crustaceos e Corvinas na Amazonia brasileira. Os estimadores de diversidade apontam
que os esfor¢o amostral alcangou quase em sua totalidade o nimero de espécies estimadas
para as diferentes infracomunidades parasitarias.

Seis novos registros de parasitas para P. squamosissimus, foram realizados no
presente estudo, sendo trés myxazoarios, um nematoide e dois crustaceos, segundo
Pavanelli et al., (2013) e Rabelo et al., (2017) as diferencas nos indices de diversidade
entre os dois rios pode estar relacionado a caracteristicas bidticas e abidticas do ambiente,
bem como a presenca dos parasitas e disponibilidade de vetores.

As diferencas observadas na multivariada se justificam pela auséncia dos parasitas
Pseudoproleptus sp., Rhadinorhynchus plagioscionis e Therodamas sp. em hospedeiros
provenientes do rio Amazonas e a auséncia de Neoechinorhynchus sp. em hospedeiros do
rio Tapajos. Apesar do numero crescendo de estudos relacionadas a diversidade
parasitaria, muitos grupos de parasitas ainda apresentam incongruéncias taxondmicas
devida a limitac6es na identificacdo taxonémica tradicional, sendo necessaria aplicacao
conjunta de ferramentas moleculares para esclarecimento da verdadeira diversidade de

parasitas que podem acometer 0s organismos aquaticos.
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Fig. 2. Plagioscion squamosissimus coletado na foz do rio Tapajoés.
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Tabela 1. Metazoérios parasitas de Plagioscion squamossissimus na Amazénia oriental, norte do
Brasil. Prevaléncia (P%), Intensidade Média (IM), Abundancia Média (AM), NUmero total de

Parasitas (NTP), Sitio de Infeccéo (SI).

Rio Amazonas Rio Tapajos
Espécies parasitas (n=37) (n=38)
P IM AM NTP SI P IM AM NTP

Myxozoa
Myxobolus sp. 81 - - - 289 - - -
Ceratomyxa sp. 8.1 - - - 368 - - -
Henneguya sp. 54 - - - 36.8 - - -
Monogenoidea
Diplectanum sp. 432 76 3297 122 B 211 56 28 45
Euryhaliotrema sp. 216 93 2027 75 B 316 58 41 69
Trematoda (Digenea)
Austodiplostomum
compactum 243 13 0324 12 395 21 15 32
Digenea fam. gen. sp.
(rr?etacercariag) P 162 18 0297 11 B 79 17 05 5
Nematoda
Anisakis sp. 783 272 21378 791 | 89.5 71.1 96.9 2419
Procamallanus (S.) sp. 81 123 1.00 37 | 53 15 04 3
Pseudoproleptus sp. - - - - 289 21 12 23
Acantocephala
Rhadinorhynchus plagioscionis - - - - 53 25 06 5
Neoechinorhynchus sp. 54 15 0.081 3 1 i i i i
Cestoda
Ptychobothriidae gen. sp. 27 20 0.054 2 I 26 3 05 3
Crustacea
Dolops sp. - - - - - 26 2 03 2
Ergasilus sp. 135 22 0297 11 B 263 29 18 29
Therodamas sp. - - - - 105 13 04 5

Tipo de sitio de infecgdo: Branquias (B), Olhos (O), Intestino (1), Liquido Biliar (Bi) e Rins (Ri).
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Tabela 2. indice de dispersdo (ID), Estatistico -d (d) e indice de discrepancia (D) para

metazoarios parasitas de Plagioscion squamosissimus na Amazonia, norte do Brasil.

Rio Amazonas Rio Tapajos
(n=37) (n=38)
Tipo de Tipo de
ID D d dispersdo ID D d  dispersdo

Espécies parasitas

Austodiplostomum
compactum 0.96 0.758 0.504 Aleatoria 2.2 0.721 4.949 Agregada

Anisakis sp. 11.18 0.501 20.562 Agregada 11.18 0.501 20.95 Agregada
Diplectanum sp. 479 0.693 10.761 Agregada 414 0.824 9.693 Agregada
Euryhaliotrema sp. 2.84 0.829 6.489 Agregada 414 0.824 9.693 Agregada

Ergasilus sp. 1.83 0.875 3.668 Agregada 246 0.793 5.682 Agregada
Digenea fam. gen.
sp. (metacercariae) 1.84 0.847 3.700 Agregada - - - -

Pseudoproleptus sp. 2.37 0.784 5.433 Agregada

Myxobolus sp. - - - - 0.73 0.692 -0.460 Aleatoria
Ceratomyxa sp. - - - - 0.65 0.615 -0.875 Aleatoria
Henneguya sp. - - - - 0.65 0.615 -0.875 Aleatoria
Therodamas sp. - - - - 1.3 0.887 1.998 Agregada
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RESUMO

Plagisoscion squamosissimus, peixe conhecido popularmente como “Corvina” ou “Pescada
Branca”, tem ampla distribui¢do em grandes rios da América do Sul. Entre os parasitas dessa
espécie, ja foram identificadas larvas de Anisakis sp. em individuos de diversos rios da bacia
amazonica. Entretanto, estes nematoides apresentam dificil identificagdo em nivel especifico devido
a auséncia de caracteristicas taxonémicas diagnésticas na fase larval de desenvolvimento. O
presente estudo tem por objetivo a caracterizacdo morfolégica e molecular Anisakis sp. parasitos da
corvina Plagioscion squamossisimus provenientes de rios da bacia amazonica brasileira. Foram
coletados e examinados 75 espécimes de corvina. Dos helmintos encontrados, vinte espécimes
foram utilizados para caracterizagdo morfométrica, sendo fotografados e mensurados. A
identificacdo molecular foi baseada no sequenciamento dos genes 18S e COX1, obtidos a partir de
quatro individuos por localidade de coleta. Foi caracterizado o status taxonémico dos Helmintos

coletados em P. squamosissimus e sua classificacdo no género Anisakis. Sugere-se a existéncia de
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um grupo de espeécies cripticas nas duas regides onde foram coletados os peixes infectados por

Anisakis sp.

Palavras-chave Corvina, endoparasitas, peixes, caracterizacao

INTRODUCAO

Corvina ou Pescada branca sdo as denominagdes dadas ao peixe Scianidae, Plagioscion
squamosissimus, que apresenta distribui¢do natural nas bacias hidrograficas sul-americanas (Casatti
2005). Considerado um importante recurso pesqueiro com aspectos esportivos e comercial, sendo
uma espécie introduzida no rio S&o Francisco e em reservatorios artificiais no nordeste do Brasil
(Pavanelli et al. 2013; Casatti 2003; Tavares et al. 2007). Varias espécies de parasitas ja foram
registradas infectando individuos desta espécie tanto em ambiente natural quanto em reservatérios
artificiais (Vicente & Pinto 1999; Lacerda et al. 2012; Lapera et al. 2017).

Os nematoides da familia Anisakidae (Skrjabin e Karokhin, 1945) sdo parasitos de diversos
organismos aquéticos, incluindo peixes, mamiferos marinhos e aves piscivoras, tendo uma
distribuicdo cosmopolita. Para a regido amazonica ja foi registrada a presenca de larvas de Anisakis
sp. em peixes capturados na llha do Maraj0, rio Tapajés e rio Xingu, apresentando variados indices
de prevaléncias (Anderson 2000; Rodrigues et al. 2015; Fontenelle et al. 2016; Rabelo et al. 2017).

De acordo com Saad et al. (2012), Anisakis se diferencia dos demais géneros da familia
Anisakidae por ndo possuirem ceco intestinal e apéndice ventricular e ainda pela presenca do poro
excretor proximo aos labios, caracteristicas ndo observadas em Contracaecum sp. (Railliet &
Henry, 1912), Hysterothylacium sp. (Ward & Magath, 1917), Raphidascaris sp. (Railliet & Henry,
1915), Terranova sp. (LeiPer & Atkinson, 1914) e Pseudoterranova sp. (Mozgovoi, 1951).

A analise morfolégica vem sendo usada como principal ferramenta na classificacdo de
espécies do género Anisakis, porém esse método € prejudicado devido as poucas caracteristicas
morfologicas de alto valor diagnostico para a taxonomia do grupo. Esta dificuldade se intensifica,
quando existe a necessidade de se realizar a classificacdo com base na morfologia das fases larvais
(Kim et al. 2006).

Atualmente, com base em dados genéticos, sdo validas nove espécies de Anisakis divididas
em dois grupos. O subgrupo | é composto por A. simplex sensu stricto, A. pegreffii, A. simplex C, A.
typica, A. ziphidarum e A. nascettii, enquanto que, o subgrupo 11 é representado por A. paggiae, A.
physeteris e A. brevispiculata. No territorio brasileiro apenas as espécies A. typica, A. pegreffii, A.
physeteris, A. simplex e A. brevispiculata sdo registrados para a regido costeira, sendo que, para a
regido continental os registros limitam-se apenas ao reconhecimento do género (Mattiucci &

Nascetti 2008; Luque et al. 2010, 2011; Sardella & Luque 2016).
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A identificacdo de larvas de anisakideos no Brasil principalmente em aguas continentais da
Amazo6nia ainda é muito limitado, com um nimero reduzido de estudos de abordagem taxondmica e
molecular, o que dificulta a identificacdo das espécies (Sardella & Luque 2016). O presente estudo
tem o objetivo de caracterizar de forma morfoldgica e molecular Anisakis sp. parasitos da corvina

Plogioscion squamossisimus provenientes de rios da bacia amazénica brasileira.

METODOLOGIA

Foram capturados 75 espécimes de Plogioscion squamosissimus em dois rios da bacia
Amazonica, no periodo de agosto de 2017 a marco de 2018, as coletas ocorreram no Lago Grande
do Curuéi (2°13°1.81”’S/ 55°30°21.74”0) uma planicie inundavel do rio Amazonas e na foz do rio
Tapajos (2°16°38.57”S/ 54°48°47.3770), ambas no estado do Pard (Fig. 1). Nas coletas foram

utilizadas redes de espera, com malhas de variadas espessuras.

Fig. 1. Mapa de localizacdo dos locais de coleta de P. squamosissimus. Ponto A- lago grande do
Curudi e Ponto B- foz do rio Tapajos.

Apds anestesiados e eutanasiados pelo método de transeccdo da coluna vertebral, os peixes foram
examinados com auxilio de estereomicroscépio, os parasitas encontrados foram fixados em alcool
absoluto e preservados para estudo morfométrico e caracterizacdo molecular.

O presente estudo foi cadastrado, em conformidade com a legislacdo brasileira no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado do governo
brasileiro no ndmero AOAO0058 e as capturas dos hospedeiros autorizada pelo Sistema de
Autorizacdo e Informacdo da Biodiversidade (SISBIO) através da autorizacdo nimero 62384-2,
além disso, todos os procedimentos realizados estdo de acordo com o Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal — COBEA, aprovado pelo comité de Etica de uso Animal da Universidade
Federal do Oeste do Pard — UFOPA, certificado 0420180027.

Caracterizacdo Morfologica

Para a analise morfométrica foram separados 20 espécimes de parasitas, sendo 10 por
localidade de coleta. Os espécimes foram clarificados segundo Eiras et al (2006) e identificados
morfologicamente segundo Moravec (1998) e Thatcher (1991) sendo conservados em alcool e
preparados em laminas temporarias, os espécimes foram analisados por microscopia de luz com
ampliacdo de 100 a 400x. As fotomicrografias foram processadas em microscopio Zeiss Axioplan
com camera Axiocam ERc 5s.

Para determinar as caracteristicas morfométricas foi empregado o Software Zen Blue

Edition 2, sendo realizadas as seguintes medidas: comprimento total do corpo, largura do corpo,
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distancia entre o anel nervoso e a extremidade cefalica, comprimento do es6fago e comprimento do
ventriculo. Os valores médios das regides mensuradas foram comparados pelo indice de Bray-
Curtis para verificar possiveis similaridades morfométricas com os dados disponiveis na literatura
(ver: Fontenelle et al. (2016), Rabelo et al. (2017), Sardella & Luque (2016), Felizardo, et al.
(2009)). Os parametros de prevaléncia, abundancia media e intensidade média foram calculados de
acordo com Bush et al. (1997).

Extracdo de DNA, amplificacéo e sequenciamento

A extracdo do DNA foi realizada com o kit Qiagen DNeasy® Blood & Tissue de acordo
com as instrucbes do fabricante, apds a extracdo as amostras de DNA foram quantificadas e
visualizadas em gel de agarose a 2%. Fragmentos dos genes nuclear 18S (500bp) e mitocondrial
COX1 (574bp) foram amplificados por PCR utilizando-se o kit Qiagen PCR Master Mix. Para a
amplificacdo do gene 18S foram utilizados os primes Nem 18SF (5'-
CGCGAATRGCTCATTACAACAGC-3) e Neml18SR (5'-GGGCGGTATCTGATCGCC-3’) de
acordo com Floyd et al. (2005). As reac6es em volume final de 20 ul foram constituidas por: 7,7ul
de &gua ultrapura, 10 pl de Master Mix Qiagen 2X, 0,4 pl de primer Nem18SF (5uM), 0,4 pl de
primer Nem18SR (5 uM) e 1,5 pl de DNA molde. As condicdes da PCR foram: [94°C/5min.,
(94°C/30seg., 54°C/30seg., 72°C/60seq., repetido 35X), 72°C/10min]. Para a amplificacdo do gene
Cox1 foram utilizados os primers LCO1490 (5-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3) e
HCO02198 (5-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAAT CA- 3’) de acordo com Folmer et al.
(1994), para reac6es com volume final de 20 ul, sendo constituida por: 7,5 pl de agua ultrapura, 10
pl de Master Mix Qiagen 2X, 0,4 ul de HC0O2198 (5 uM), 0,4 ul de LCO1490 (5 uM), 1,5 pl de
DNA e 0,2 ul de Tag DNA polimerase (5U/ul) (Kappa Biosystems), e processada pelo seguinte
perfil de ciclagem: [94°C/3min., (94°C/50seg., 54°C/60seg., 72°C/60seg., repetido 35X),
72°C/5min].

Os produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose a 2% para confirmacdo de
rendimento e as reacdes positivas foram posteriormente purificadas utilizando-se Polietilenoglicol
20% (PEGB8000) protocolo adaptado de Dunn & Blattner (1987). As reacdes de sequenciamento
pelo método di-desoxiterminal de Sanger foram processadas com kit ABI PRISM® Big Dye ™
Terminador V.3 (Applied Biosystems™) seguindo-Se as instrugdes do fabricante. As reagOes foram
precipitadas pelo método Etanol/EDTA e ressuspensas em Formamida Hi-Di para aplicacéo
analisador genético ABI3500 (Applied Biosystems™).

As sequéncias de DNA obtidas foram alinhadas e analisadas utilizando o algoritmo
ClustalW (Thompson et al., 1994) da versdao 7.1.3.0 do programa BioEdit, (Hall, 1999). As
sequéncias de nucleotideos dos espécimes estudados foram submetidas a pesquisa BLASTn do

GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov).
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Para avaliar a posi¢do filogenética dos parasitos estudados, inicialmente a sequéncia foi
alinhada no programa MEGA V6 (Tamura et al., 2014), com o uso do algoritmo ClustalW. Em
seguida foi utilizado o mesmo programa para a performance da arvore filogenética de méxima
verossimilhanca. Os platelmintos Taenia solium e T. saginata foram utilizadas como grupo externo
para esta analise. A tabela de matriz de similaridade ou divergéncia genética foi realizada

utilizando também o programa MEGA V6.

RESULTADOS
Um total de 3.210 espécimes de Anisakis sp. foram identificados, representando uma

prevaléncia de 84% com intensidade media de 57,58 e abundancia media de 48,32.

Descricdo morfométrica

Familia Anisakidae Skrjabin e Karokhin, 1945

Género Anisakis Dujardin, 1845

Espécie Anisakis sp. (Fig 2).

Hospedeiro: Plagioscion squamosissimus

Localidade: Lago grande Curuai, rio Amazonas (2°13’1.81”S/ 55°30°21.74”0) e Foz do Rio
Tapajos (2°16°38.57”S/ 54°48°47.37”0), Santarém, estado do Pard, Brasil.

Local de infeccéo: Intestino

Prevaléncia: 84%

Fig. 2. Larva de terceiro estadio de Anisakis sp. parasita de Plagioscion squamosissimus. A Visdo
geral da regido anterior. B Extremidade anterior com espinho larval presente. C Regido posterior

mucro terminal presente

Caracterizacéao geral

Larvas de terceiro estadio (Fig. 3), descricdo com base em 20 espécimes (Tabela 1).
Comprimento total do corpo variado 10,9 a 16,4mm, largura do corpo de 0,160mm a 285mm,
apresenta forma cilindrica com leve afilamento nas extremidades, tonalidade predominantemente
branca. Dente larval presente proximal a abertura oral (Fig. 3B). Anel nervoso proximo a
extremidade cefalica localizado 0,192 a 0,245mm da extremidade anterior (Fig. 3B). Es6fago com
0,961 a 1,250mm de comprimento (Fig. 3A), ventriculo de facil visualizagdo em forma oval
alongada de 0,358 a 0,569mm de comprimento (Fig. 3A). Cauda com formato cénico com mucro

terminal presente (Fig. 3C).
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Fig. 3. Morfologia interna e externa de larva de Anisakis sp. (NA - Anel Nervoso, E — Esdfago, V —

Ventriculo, DE - Dente Larval, PE — Poro excretor, M — Mucro terminal).

Tabela 1. Morfometria de larvas de terceiro estadio de Anisakis sp. Comprimento do corpo - CC,
Largura do Corpo — LC, Distancia entre o anel nervoso e a extremidade anterior — DA/EA,
Comprimento do es6fago — CE, Comprimento do Ventriculo — CV, Distancia entre o anel nervoso e
o ventriculo DA/V, (medidas em mm).

As andlises de similaridade morfométrica (Fig. 4) revelaram uma semelhanca de 97,15%
entre as larvas de Anisakis sp. identificadas no presente estudo e as observadas por Rabelo et al.
(2017), e de 96.78% com os dados apresentados por Fontenelle et al. (2016), ambos de parasitas
provenientes de hospedeiras da regido continental amazénica.

Quando comparado com Anisakis simplex registrado por Felizardo et al. (2009) de
hospedeiros do litoral do estado do Rio de Janeiro/Brasil a similaridade observada é de 92,97%, ja
para as espécies Anisakis brevispiculata e Anisakis typica Sardella & Luque (2016) as semelhancas

morfométricas sdo de 20.52% e 52.61% respectivamente (Tabela. 2).

Fig. 4. Dendrograma de similaridade morfométrica entre larvas de terceiro estadio de Anisakis spp.

Tabela 2. Valores de contingéncia para analise de similaridade morfométrica de larvas de Anisakis

spp.

Caracterizacdo molecular e filogenia

Neste estudo foram obtidas sequéncias parciais do genel8S rDNA (550 pb) e COX1 (780
pb). A analise filogenética baseada no 18S rDNA foi obtida utilizando as sequéncias geradas nesse
estudo e aquelas das espécies mais proximamente relacionadas a elas, a partir das informacoes
obtidas na pesquisa BLASTN. Essa arvore revelou que as amostras de anisakideos da Amazonia se
posicionaram em linhagens distintas daquelas de Anisakis simplex e Anisakis pegreffii (Fig. 5). A
matriz de similaridade, considerando as amostras de anisaquideos amazénicas mostrou variacao
entre 0 e 2% (Tabela 3). Comparando as sequéncias das amostras amazdnicas com aquelas de A.
simplex e A. pegreffii, a divergéncia variou de 4 a 6% (Tabela 3).

As sequéncias do gene COX1 do DNAmt geradas neste estudo, foram analisadas juntamente
com outras sequéncias de anisaquideos descritos no Brasil (Anisakis brevispiculata, A. simplex, A.

physeteris, A. pegreffii e A. typica) através da andlise filogenética baseada na méaxima
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verossimilhanca. As sequéncias das larvas de anisaquideos amazénicas compuseram uma linhagem

distintas daquelas das demais espécies de Anisakis descritas no Brasil (Fig. 6).

Fig. 5. Arvore Méaxima Verossimilhanca de Anisakis sp. com outras espécies de Nematoda baseado
no 18S rDNA, disponiveis no GenBank. Numeros acima dos ramos indicam o nivel de

confiabilidade. (-) valores inferiores a 50.

Tabela 3. Matriz de similaridade, baseada na estimativa das divergéncias evolutivas entre as
sequéncias de 18S rDNA das espécies de Anisakis. O triangulo superior corresponde ao nimero de
bases que difere entre as espécies e o tridngulo inferior corresponde a diferenca genética em
porcentagem entre as espécies.

Fig. 6. Arvore Méaxima Verossimilhanca de espécies de Anisakis baseado no COX1, disponiveis no
GenBank. Numeros acima dos ramos indicam o nivel de confiabilidade.

(-) valores inferiores a 50.

DISCUSSAO

As larvas identificadas neste estudo apresentam as caracteristicas morfoldgicas tipicas do
género Anisakis, diferenciando-se dos demais anisaskideos por estarem ausentes o ceco intestinal, o
apéndice ventricular e pela posicdo do poro excretor (Saad et al., 2012). O parasitismo por
representantes do género Anisakis em peixes no continente sul americano ja é conhecido, com
registros em hospedeiros na regido costeira brasileira, onde Felizardo et al. (2009) registrou A.
simplex, Sardella e Luque (2016), identificaram as espécies A. brevispiculata e A. typica, bem
como Di Azevedo e Iniguez (2018) registraram Anisakis sp., com ocorréncia na Baia do Maraj6
onde Rodrigues et al. (2015) relatou a presenca de larvas de Anisakis sp. No presente estudo,
corroboramos a ocorréncia de larvas de Anisakis sp. em hospedeiros secundarios na regido
continental amazonica tal como previamente demonstrado por Fontenelle et al. (2016) e Rabelo et
al. (2017).

A infeccdo por Anisakis sp. em P. squamossisimus pode apresentar taxas variadas de
prevaléncia, sendo observado valores baixos como o0s registrados por Rodrigues et al. (2015)
provenientes da llha de Colares (Baia do Marajé) com uma prevaléncia de 20%, bem como os
registrados por Fontenelle et al. (2016) em peixes advindos da Baia do Marajo e do rio Tapajos
23,33% e 28,57%, respectivamente. Neste sentido, o0 presente estudo corrobora os achados de

Rabelo et al. (2017) em hospedeiros do rio Xingu onde registrou altos indicies de prevaléncia.
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As larvas de Anisakis sp. submetidas ao estudo morfométrico apresentaram maior
similaridade com os dados de Rabelo et al. (2017) e Fontenelle et al. (2016) para Anisakis sp. e com
Felizardo et al. (2009) para A. simplex, tendo semelhanga superior a 90%, distanciando-se
fortemente das espécies de A. brevispiculata e A. typica relatadas por Sardella e Luque (2016), com
similaridade entre 20% e 57%. Segundo Fortenelle et al. (2016) as larvas de Anisakis sp.
identificadas em seu estudo sdo morfologicamente semelhantes a A. simplex (Rudolphi,1809),
apesar de apresentarem sutis diferencas morfométricas.

As diferencas morfométricas observadas entre as larvas de terceiro estadio de Anisakis sp.
entdo segundo Fortenelle et al (2016) possivelmente relacionadas a diferencas nos hospedeiros ou
ainda, ligadas a diferengas entre as ecorregies. Para Timi et al. (2001) tais diferengas ocorrem
devido a variagbes no desenvolvimento alométrico dos individuos. Ou ainda devido a limitacdo
espacial para o desenvolvimento larval nos hospedeiros intermediarios primarios ou por serem
espécies diferentes (Koie 1993).

Segundo Sardella e Luque (2016), o conhecimento de larvas de anisaquideos no Brasil ainda
é muito limitado, com escassos estudos de cunho taxondmicos e moleculares, ndo permitindo que
ocorra o registro da diversidade de espécies de determinados géneros. O baixo numero de
publicacBes se torna mais evidente quando comparado com a regido continental amazonica, que
abriga uma grande variedade de peixes com potencialidade hospedeira para estes nematoides, 0s
escassos recursos tecnolégicos, dificuldade logisticas e de amostragem ainda sdo fatores limitantes
para 0 avanco do conhecimento nesta regiao.

A identificacdo precisa de parasitas do género Anisakis é essencial para compreender sua
distribuicdo e epidemiologia. Qualquer avaliacdo na biodiversidade dos nematddeos anisaquideos
sera incompleta se for inferida apenas a partir da morfologia, embora analise morfol6gica é
historicamente incongruente mesmo em consideracfes em alguns casos que mostram um grau
consideravel de congruéncia com avaliagdes taxonémicas baseadas em analises moleculares
(Mattiucci et al., 2014). O que observamos em nosso estudo foi uma similaridade morfologica dos
espécimes de Anisakis sp. da Amazonia com A. simplex. A comparacdo das sequéncias 18S rDNA
das amostras amazoénicas pelo Blastn, confirmou que as larvas de nematédeos aqui estudados
pertencem ao género Anisakis, mas a andalise de similaridade mostrou, contudo que estas amostras
sdo geneticamente distintas de A. simplex (Tabela 1). A analise filogenética baseada no 18S rDNA
mostrou 0s espécimes de Anisakis amazonicos agrupando em linhagem distintas daquela de A.
simplex e A. pegreffii, apontando para a existéncia novos taxa de anisaquideos na Amazénia.
Contudo, vale ressaltar que as sequéncias Anisakis sp. do 18S rDNA aqui geradas foram de
aproximadamente 550 bp, consideradas curtas quando comparadas com as sequéncias de

aproximadamente 1500 pb outros nematddeos utilizadas na filogenia. Esforcos estdo sendo feitos
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para obtencdo de sequéncias mais longas para este marcador. A andlise filogenética baseada no
marcador mitocondrial COX1 dos anisakideos previamente encontrados no Brasil revelou que as
amostras amazonicas aqui estudadas, formando um clado Unico, e estes dados corroboram as
informacdes obtidas com o 18S rDNA.

Mattiucci et al. (2014) evidencia a necessidade de aplicagdo de varios marcadores
moleculares, ndo apenas para definir o status taxondmico das espécies de Anisakis, mas também
para sua identificacdo no nivel de espécie, biologia, evolugdo, ecologia, bem como adaptacoes
diferenciais a varios tipos de hospedeiros, condicbes, e, finalmente, seu papel como agente
zoonotico a fim de apontar padrbes e tendéncias na distribuicdo de Anisakis. No nosso estudo, por
usarmos apenas dois genes 18S e o Coxl1, s6 pudemos caracterizar o status taxonémico, para
comprovar que os Helmintos coletados em P. squamosissimus, se tratava realmente de espécimes
do género Anisakis.

Como esse foi um estudo pioneiro em caracterizacdo molecular de Anisakis sp. na
Amazonia, sugerimos para futuros estudos de Anisakis sp. 0 uso de outros marcadores, por
exemplo, marcadores moleculares como o gene mitocondrial da citocromo oxidase C subunidade 2
(COX2), a regido intergénica ribossomal ITS-1 e ITS-2, 5.8 e também 28S, estudos estes, que
poderdo ter como finalidade avaliar a independéncia genética de populacdes de Anisakis sp. na

AmazoOnia brasileira.
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Fig. 1. Mapa de localizacdo dos locais de coleta de P. squamosissimus. Ponto A- lago grande do Curudi e Ponto B- foz do rio Tapajos.
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Fig. 2. Larva de terceiro estadio de Anisakis sp. parasita de Plagioscion squamosissimus.
A Visdo geral da regido anterior. B Extremidade anterior com espinho larval presente. C

Regido posterior mucro terminal presente.
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Fig. 3. Morfologia interna e externa de larva de Anisakis sp. (NA - Anel Nervoso, E —

Es6fago, V — Ventriculo, DE - Dente Larval, PE — Poro excretor, M — Mucro terminal).
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Fig. 4. Dendrograma de similaridade morfométrica entre larvas de terceiro estadio de Anisakis spp.
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2 Fig. 6. Arvore Maxima Verossimilhanca de espécies de Anisakis baseado no COX1, disponiveis no GenBank. Nimeros acima dos ramos indicam o
3 nivel de confiabilidade. (-) valores inferiores a 50.
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1 Tabela 1. Morfometria de larvas de terceiro estadio de Anisakis sp. Comprimento do corpo - CC, Largura do Corpo — LC, Distancia entre o anel
2 nervoso e a extremidade anterior — DA/EA, Comprimento do es6fago — CE, Comprimento do Ventriculo — CV, Distancia entre o anel nervoso e o

3 ventriculo DA/V, (medidas em mm).

Regibes Anisakis sp. Anisakis sp. Anisakis sp. Anisakis Anisakis typica Anisakis simplex
mensuradas Presente estudo Fontenelle et al. Rabelo et al. brevispiculata Sardella & Luque Felizardo et al.
(2016) (2017) Sardella & Luque (2016). (2009)
(2016).
CC 11,1-155 12.1-134 11,8 - 15,15 - - 15.3-6,0
LC 0,160 - 0,286 0,270 - 0.360 0,186 - 0.266 0,347 0,253 -20,15 0,350 - 0,370
DA/EA 0,192 - 0,245 - - - - -
CE 0,961 - 0,250 0.980 - 1.40 0,673 -1,026 1,455 1,120 - 1,681 1,530 -1,620
CVv 0,358 - 0,569 0.360 - 0.680 0,266 - 0,433 - 0,442 - 0,488 0,220 — 0,250
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1 Tabela 2. Valores de contingéncia para analise de similaridade morfométrica de larvas de Anisakis spp.

Anisakis sp. Anisakis sp. Anisakis sp. Anisakis brevispiculata Anisakis typica Anisakis simplex
* Rabelo et al. Fontenelle et al. Sardella & Luque Sardella & Luque  Felizardo et al. (2009)
(2017). (2016). (2016). (2016).
Anisakis sp. * 1 97.157 96.789 20.525 52.613 92.976
Anisakis sp. 97.157 1 95.525 19.156 49.363 92.760
Rabelo et al. (2017).
Anisakis sp. 96.789 95.525 1 22.115 53.665 93.271
Fontenelle et al. (2016).
Anisakis brevispiculata 20.525 19.156 22.115 1 46.976 24.959
Sardella & Luque (2016).
Anisakis typica 52.613 49.363 53.665 46.976 1 49.399
Sardella & Luque (2016).
Anisakis simplex 92.976 92.760 93.271 24.959 49.399 1

Felizardo et al. (2009)
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Tabela 3. Matriz de similaridade, baseada na estimativa das divergéncias evolutivas entre as sequéncias de 18S rDNA das espécies de Anisakis. O
triangulo superior corresponde ao nimero de bases que difere entre as espécies e o tridngulo inferior corresponde a diferenca genética em porcentagem

entre as espécies.

4
Espécies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1- Anisakis sp. Tapajos - 0 0 0 1 1 1 1 46 2 2 >
2- Anisakis sp. Tapajos 0.0 - 0 0 1 1 1 1 46 2 2 6
3- Anisakis sp. Curuai 0.0 0.0 - 0 1 1 1 1 46 2 2
4- Anisakis sp. Curuai 0.0 0.0 0.0 - 1 1 1 1 46 2 2
5- Anisakis sp. Curuai 0.2 0.2 0.2 0.2 - 1 1 1 46 3 3
6- Anisakis sp. Curuai 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 - 1 1 46 3 3
7- Anisakis sp. Tapajos 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 - 1 46 3 3
8- Anisakis sp. Tapajos 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 - 46 3 3
9- Anisakis sp. Curuai 8.5 8.5 8.5 8.5 8.5 8.5 8.3 8.3 - 47 47
10- Anisakis simplex MF072711 0.4 0.4 0.4 0.4 0.6 0.6 0.6 0.6 8.7 - 0
11- Anisakis pegreffii MF072697 0.4 0.4 0.4 0.4 0.6 0.6 0.6 0.6 8.7 0.0 -
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FORMULARIO DE AVALIACAO DE DISSERTACAO DE MESTRADO
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METAZOARIOS PARASITOS DE Plagioscion squamosissimus
(HECKEL, 1840) (OSTEICHTHYES: SCIAENIDAE) DE
LAGOS DE VARZEA DA AMAZONIA BRASILEIRA

Informacgdes ao revisor

A dissertacdo de mestrado € apresentada pelos alunos em até 24
meses de curso e ja apresenta-se no formato exigido pelo programa.

O prazo para avaliacdo é de 30 dias a partir do recebimento da
dissertacdo em formato digital.

- Comentarios, corregdes e sugestdes podem ser feitas diretamente no

arquivo do projeto ou em arquivo separado, a sua preferéncia. No
caso dos arquivos PDF, podem ser adicionados comentarios em
trechos selecionados, por exemplo. O arquivo da dissertagcdo comentada
sera enviado ao candidato e ao orientador. Este parecer ndo é enviado
ao candidato e orientador.

DA AVALIAGAO DA DISSERTAGAO

Art. 57 - A Dissertagao serajulgada por umaBanca Avaliadora ndo presencial, que
sera sugerida pelo orientador e homologada pelo Colegiado, sendo constituida
por 3 (trés) avaliadores, sendo um deles obrigatoriamente externo ao curso, com
titulo de doutor ou equivalente.

Paragrafo Unico — O orientador e o discente encaminhardo documento assinado
sugerindo 5 (cinco) nomes de possiveis avaliadores pré-contactados, com seus
respectivos enderego eletrénico e telefone.

Art. 58 - A avaliagao da dissertagao sera requerida pelo candidato, com o aval do
seu orientador, ao Colegiado do Programa, com um minimo de trinta (30) dias de
antecedéncia da data de defesa pretendida.

8 1o — Para requerer avaliagdo da dissertagdo, o0 aluno deve apresentar
comprovagao de submissado de ao menos um artigo como primeiro autor, em co-
autoria com orientador (ou orientador e co-orientador quando for o caso) em
periédico avaliado pela CAPES, no sistema Periédico Qualis, nivel B3 ou superior,
na area do Programa.




8 20— O aluno devera entregar ao Colegiado junto ao requerimento de avaliagao,
um arquivo digital da dissertagao, para que seja encaminhada aos membros da
Banca Examinadora.

Art. 59 - O Académico que comprovar o aceite ou publicagao de pelo menos um
artigo resultante da sua dissertagao, como primeiro autor, em co-autoria com
orientador (ou orientador e co-orientador quando for o caso) em periédico
avaliado pela CAPES, no sistema Periédico Qualis, nivel A2 ou superior, na area
do Programa, sera dispensado da avaliagdo da dissertagao, cabendo ao discente
apenas a apresentagao publica do trabalho conforme Art. 65 desse regimento.

DA APROVAGAO OU REPROVAGAO DA DISSERTAGAO

Art. 62 - Cada avaliador emitirda um parecer e indicara se a dissertagaoesta
Aprovada (A), Aprovada com Corregdées (AC), Necessita Revisao (NR) ou
Reprovada (R).

| - Aprovado: indica que o revisor aprova a dissertagdos em corregdées ou com
corregdées minimas;

Il - Aprovado com Corregodes: indica que o avaliador aprova o projeto com
corregdes extensas,mas que a dissertagao nao precisa retornar ao avaliador para
reavaliagao;

lIl - Necessita Revisao: indica que ha necessidade de reformulagao do trabalho e
gue o avaliadorquer reavaliar a nova versao da dissertagdo antes de emitir uma
decisao final;

IV - Reprovado: indica que a dissertagaonao é adequada, nem com modificagoes
substanciais.

§ 10 - O Programa preservara o anonimato dos avaliadores da dissertagao, exceto
se o0 avaliadoroptar por se identificar na ficha de avaliagdo encaminhada ao
discente e seu orientador.

Art. 63 — O Académico sera considerado aprovado caso ao menos dois membros
avaliadores emitirem parecer pareceres A ou AC.

Art. 64 — Em caso de reprovagao podera ser concedida, por recomendagao dos
avaliadores, uma segunda oportunidade ao candidato que, num periodo maximo
de 30 (trinta) dias, a contar da data da avaliagao, devera submeter ao Colegiado a
nova versao da dissertagao para avaliagao.

Paragrafo unico — Em caso da nao entrega da nova versao da dissertagao a
Secretaria do Programa no prazo estabelecido ou em caso de reprovagao nesta
segunda chance, o estudante sera automaticamente desligado do curso.

Art. 65 - O Académico que teve sua dissertagao aprovada devera apresenta-la em
sessao publica com duragdo de 40-50 minutos, no prazo maximo de vinculo com
0 curso, ou seja, 24 meses desde o ingresso."




Comentarios a coordenacao do PPGBEES:

Avaliacao final do projeto de dissertacdo de mestrado

| - Aprovado ( X)

indica que o revisor aprova a dissertagdos em corregées ou com corregbées minimas

Il - Aprovado com Corregoes ()

indica que o avaliador aprova o projeto com corregbe extensas,mas que a dissertagdo ndo
precisa retornar ao avaliador para reavaliagdo

lIl - Necessita Revisao ( )

indica que ha necessidade de reformulagdo do trabalho e que avaliadorquer reavaliar a nova
versgo da dissertagdo antes de emitir uma decis&o final

IV - Reprovado ( )

indica que a dissertagdo ndo é adequada, nem com modificagées substanciais
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